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◇基础医学研究◇

顺铂致急性肾损伤肾脏糖酵解和氨基酸代谢改变的研究
徐　 申１，梁楠楠２，任亚辉１，何奕樟１，张　 涛１，于德新１

摘要　 目的　 评估顺铂急性肾损伤过程中肾细胞能量代谢

变化。 方法　 成年 ＣＤ⁃１ 雄性小鼠经腹腔注射给予单剂量顺

铂（２０ ｍｇ ／ ｋｇ），检测肾功能和肾组织病理学；转录组分析顺

铂对人肾小管上皮细胞基因表达的调控作用并富集通路；
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测肾脏糖酵解和氨基酸代谢物含量。 结果 　
处理组小鼠血清尿素氮和肌酐水平明显上升；病理组织学观

察到肾小管上皮细胞发生肿胀和脱落；转录组分析显示顺铂

处理 ７２ ｈ 引起 ＨＫ⁃２ 细胞 ２ ６３２ 个基因上调和 ２ ７９９ 个基因

下调；ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析显示差异基因富集于肾细胞能量代

谢。 ＧＳＥＡ 分析结果显示：顺铂处理引起 ＨＫ⁃２ 细胞氧化磷

酸化通路上调、糖酵解通路下调；ＫＥＧＧ 分析结果显示：顺铂

处理引起 ＨＫ⁃２ 细胞氨基酸基因表达改变。 代谢组结果显

示：顺铂处理 ７２ ｈ 导致小鼠肾脏糖酵解中间产物和多种氨

基酸含量升高。 结论　 顺铂急性肾损伤过程中伴随肾细胞

糖酵解和氨基酸代谢变化。
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　 　 急性肾损伤表现为短时间内肾功能损伤，主要

病理表型为肾小管损伤［１］。 大量研究资料［２］ 表明，
临床细菌感染所致脓毒血症是急性肾损伤的主要病

因之一；各种原因引起的急性肾脏缺血也可导致急

性肾损伤和肾功能衰竭［３］。 研究［４ － ５］ 结果显示，新
冠病毒感染患者伴随有严重急性肾损伤。 顺铂

（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）是临床有效化疗药物，已广泛应用于多种

肿瘤的临床治疗［６］。 越来越多的临床和实验室证

据［７］提示，顺铂在治疗恶性肿瘤过程中可引起肿瘤

患者急性肾损伤。 然而，顺铂诱发急性肾损伤的确

切机制远未阐明。
有研究［８］表明，实验性脓毒血症所致急性肾损

伤过程中均伴随有肾脏能量代谢的改变；另有研

究［９］提示，改善肾细胞能量代谢能有效缓解缺血再

灌注所致急性肾损伤。 该文采用体内和体外实验相

结合的方法，检测顺铂对肾细胞基因表达的调控作

用并分析顺铂所致急性肾损伤过程中肾细胞能量代

谢的变化，为今后深入探讨顺铂所致急性肾损伤的

新机制并寻找临床治疗新靶点提供线索。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 试剂　 血清肌酐（Ｎｏ：Ｃ０１１⁃２⁃１）和血尿素氮

试剂盒（Ｎｏ：Ｃ０１３⁃２⁃１）购自浙江伊利康生物技术有

限公司；色谱级甲醇（Ｎｏ：６７⁃５６⁃１）和乙腈（货号：７５⁃
０５⁃８）购自 Ｍｅｒｃｋ 公司（德国）；甲酸（货号： ６４⁃１８⁃
６）、氨水（货号：１３３６⁃２１⁃６）、乙酸铵（货号：６３１⁃６１⁃
８）和标准品购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司（德国）；苏木精

－伊红（ＨＥ）染色试剂盒（货号：Ｃ０１０５）购自上海碧

云天生物技术有限公司；ＤＭＥＭ Ｆ１２ 培养基（货号：
Ａ２４９４３０１）、胰酶（货号： １５０５００６５）、１００ × 青 － 链

霉素溶液 （货号： １５０７００６３） 和小牛血清 （货号：
１６１４００８９）均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司（美国）。
１． １． ２　 动物　 １８ 只健康 ＣＤ⁃１ 成年雄性小鼠（２８ ～
３０ ｇ）购自北京维通利华公司。 所有动物自由进食

标准饲料，维持 １２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜节律。 实验室温度：
（２５ ± ２） ℃，湿度：５０％ ± ５％ 。 所有动物实验经安

徽医科大学实验动物伦理委员会批准，实验过程对

实验动物给予人文关怀。
１． １． ３　 细胞来源和处理　 人肾近端小管上皮细胞

（ＨＫ⁃２ 细胞）购自中科院上海细胞库，采用 ５％小牛

血清、１％ １００ ×青 －链霉素溶液和 ＤＭＥＭ Ｆ１２ 培养

基于 ３７ ℃ ＣＯ２ 培养箱内培养至细胞呈贴壁性生

长。
１． ２　 方法

１． ２． １　 动物处置 　 ＣＤ⁃１ 小鼠分为模型组和对照

组，每组 ６ 只。 模型组小鼠经腹腔注射单剂量顺铂

（２０ ｍｇ ／ ｋｇ），对照组注射等容量生理盐水。 顺铂给

药剂量参照相关文献［１０］。 药物处置后 ２４、７２ ｈ 各
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麻醉 ６ 只小鼠，采集血清用于肾功能检测；肾功能指

标：血清肌酐和尿素氮；采集部分肾组织用于肾脏病

理学检测；肾脏组织病理学指标：坏死面积和炎性细

胞数量；剩余肾组织置于 － ８０ ℃保存，用于能量代

谢组学检测分析。
１． ２． ２　 细胞处置 　 对数生长期 ＨＫ⁃２ 细胞培养基

中加入顺铂（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４、７２ ｈ，收集细胞用

于总 ＲＮＡ 萃取和转录组分析。
１． ２． ３　 能量代谢组学分析　 每个样品取 ５０ ｍｇ 肾

脏组织加入 ５００ μｌ ７％ 甲醇提取液并涡旋 ３ ｍｉｎ，４
℃条件下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液 ３００
μｌ 至 １. ５ ｍｌ 离心管中； － ２０ ℃冰箱静置 ３０ ｍｉｎ， ４
℃条件下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清液 ２００
μｌ 过蛋白质沉淀板，采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析各能量代

谢物含量。
１． ２． ４　 ｍＲＮＡ 提取纯化和检测　 收集 ＨＫ⁃２ 细胞，
经提取和纯化。 ＲＮＡ 完整性经 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 仪检

测。 根据 ｍＲＮＡ 特有 ｐｏｌｙＡ 结构纯化总 ＲＮＡ 中

ｍＲＮＡ。 用离子打断方式将 ｍＲＮＡ 打断至 ２００ ～ ３００
ｂｐ 片段，以 ＲＮＡ 为模板，用 ６ 个碱基随机引物和逆

转录酶合成 ｃＤＮＡ 第一链，以第一链 ｃＤＮＡ 为模板

进行第二链 ｃＤＮＡ 合成。 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 仪检测文库

大小，荧光定量检测文库总浓度；Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序仪进

行 ＰＥ１５０ 模式测序。 样品经上机测序得到图像文

件，测序平台自带软件进行转化，生成 ＦＡＳＴＱ 的原

始数据。
１． ２． ５　 转录组学分析　 利用软件对芯片原始数据

进行标准化处理，利用基因表达倍数变化值进行差

异基因筛选，筛选标准：Ｌｏｇ ＦＣ （Ｌｏｇ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）
≥１. ０。 使用 Ｃｈｉｐｌｏｔ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｉｐｌｏｔ． ｏｎｌｉｎｅ ／ ）
在线分析平台，对筛选差异基因在基因本体（ ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ）中注释，并进行 ＫＥＧＧ（ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏ⁃
ｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）功能富集分析，
以判定差异基因主要影响的生物学功能和通路。 Ｐ
＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。
１． ３　 统计学处理　 用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行统计分

析。 符合正态分布的定量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，
Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检验分析两组间统计学差异；用方差分析

检验多组间统计学差异，用 ＳＮＫ 进行两两组间比

较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 顺铂引起肾脏结构损伤和肾功能降低　 首先

分析顺铂处理后不同时间点肾功能和肾脏病理学改

变。 结果显示：顺铂处理后 ２４ ｈ 小鼠血清肌酐水平

轻度升高（图 １Ａ，Ｐ ＜ ０. ０５），尿素氮水平未见明显

变化（图 １Ｂ）；进一步分析显示：顺铂处理 ７２ ｈ 后小

鼠血清肌酐（图 １Ａ，Ｐ ＜ ０. ０１） 和尿素氮水平 （图

１Ｂ，Ｐ ＜ ０. ０１）均呈现明显升高。 ＨＥ 染色观察结果

显示：顺铂处理后 ２４ ｈ 小鼠肾小管上皮细胞发生肿

胀和脱落且管腔扩大（图 １Ｃ）；肾脏结构评分显示顺

铂处理后 ７２ ｈ 小鼠肾小管损伤严重程度比 ２４ ｈ 更

严重（图 １Ｄ）。
２． ２　 顺铂引起人肾小管细胞转录组变化 　 图 ２Ａ
结果显示：顺铂处理 ２４、７２ ｈ 人肾小管细胞转录组

均出现显著变化。 时点分析显示：顺铂处理 ２４ ｈ 有

７１９ 个基因上调，另有 １ ２５０ 个基因下调（图 ２Ｂ）；顺
铂处理 ７２ ｈ 出现 ２ ６３２ 个基因上调和 ２ ７９９ 个基因

下调（图 ２Ｃ）。 ＧＯ 富集分析结果显示：顺铂处理

７２ ｈ人肾小管细胞基因转录变化富集于细胞代谢通

路（图 ２Ｄ、２Ｅ）；ＫＥＧＧ 功能富集分析进一步证实顺

铂引起人肾小管细胞代谢通路相关基因表达变化，
如氨基酸代谢、核苷酸代谢、能量代谢和脂质代谢

（图 ２Ｆ、２Ｇ）。
２． ３　 顺铂对肾细胞糖酵解、氧化磷酸化和氨基酸代

谢的调控作用　 采用 ＧＳＥＡ 方法首先分析顺铂处理

２４ ｈ 肾细胞糖酵解和氧化磷酸化代谢通路的调控

作用。 图 ３Ａ 结果显示：顺铂处理 ２４ ｈ 糖酵解通路

有下调趋势，而肾细胞氧化磷酸化通路显著上调

（图 ３Ｂ）。 采用 ＫＥＧＧ 功能富集分析方法评估顺铂

处理 ２４ ｈ 对肾细胞氨基酸代谢通路的调控作用。
结果显示：尽管未富集到特定代谢通路，顺铂处理

２４ ｈ 引起部分氨基酸代谢基因表达呈现明显变化

（图 ３Ｃ）。 采用 ＧＳＥＡ 方法分析顺铂处理 ７２ ｈ 肾细

胞糖酵解和氧化磷酸化代谢通路的调控作用。 结果

显示：顺铂处理 ７２ ｈ 引起肾细胞糖酵解通路显著下

调（图 ３Ｄ），肾细胞氧化磷酸化通路仍显著上调

（３Ｅ）。 采用 ＫＥＧＧ 功能富集分析方法进一步分析

顺铂处理 ７２ ｈ 对肾细胞氨基酸代谢通路的调控作

用。 结果显示：顺铂处理 ７２ ｈ 引起更多氨基酸代谢

基因表达呈现明显变化（图 ３Ｆ）。
２． ４ 　 顺铂处理组肾脏能量代谢产物的变化 　 用

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法检测顺铂处理后 ７２ ｈ 小鼠肾脏糖

酵解代谢产物含量。 结果显示：顺铂处理组小鼠肾

脏主要代谢产物水平均呈现升高趋势，其中 ７⁃磷酸

景天庚酮糖（ｓｅｄｏｈｅｐｔｕｌｏｓｅ ７⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＳＨ７Ｐ）含量

显著升高（图 ４Ａ、４Ｂ）。 采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法进一

步检测顺铂处理后７２ ｈ小鼠肾脏氨基酸含量 。
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图 １　 顺铂暴露对小鼠肾功能和肾脏结构的影响

Ａ：血清肌酐水平；Ｂ：血清尿素氮水平；Ｃ：肾脏组织 ＨＥ ×２００；Ｄ：肾脏组织结构评分；与 ０ ｈ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

结果显示：顺铂处理组小鼠肾脏谷氨酰胺 （ ｇｌｕｔａ⁃
ｍｉｎｅ）、亮氨酸（Ｌ⁃ｌｅｕｃｉｎｅ）、赖氨酸（ ｌｙｓｉｎｅ）、苏氨酸

（ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）、丝氨酸（ ｓｅｒｉｎｅ）和精氨酸（ ａｒｇｉｎｉｎｅ）含

量均显著升高（图 ４Ｃ、４Ｄ）。

３　 讨论

　 　 过去有关顺铂急性肾损伤发生机制的研究更多

关注肾小管细胞死亡。 已经有大量研究结果显示，
顺铂所致急性肾损伤过程中通常伴随有不同方式的

程序性细胞死亡：如细胞凋亡［１１］、程序性细胞坏

死［１２］、铁死亡［１３］和细胞焦亡［１４］。 该研究中，顺铂引

起肾细胞能量代谢相关基因的改变；体内实验结果

显示，顺铂导致小鼠肾脏糖酵解和氨基酸代谢多种

中间产物升高。 这些研究结果提示顺铂急性肾损伤

过程中伴随有肾细胞能量代谢的变化。
越来越多的研究［１５ － １６］提示，不同病因所致急性

肾损伤过程中伴随有肾细胞能量代谢的变化。 该文

首先采用转录组方法检测顺铂对人肾小管细胞基因

表达的调控作用，结果显示：顺铂引起肾细胞 ２ ６３２
个基因上调和 ２ ７９９ 个基因下调。 ＧＯ 分析结果显

示：差异基因富集于人肾小管细胞能量代谢；ＧＳＥＡ
分析结果显示：顺铂导致肾细胞糖酵解通路下调和

氧化磷酸化通路上调；ＫＥＧＧ 分析结果显示：顺铂引

起人肾小管细胞氨基酸基因表达改变。 该文采用靶

向能量代谢组技术分析不同处理组小鼠肾脏糖酵解

和氨基酸中间代谢产物，结果显示顺铂处理组小鼠

肾脏糖酵解中间产物和多种氨基酸含量升高。 这些

结果提示，顺铂通过干扰糖酵解和氨基酸代谢过程

损害肾细胞能量代谢。
糖酵解和氨基酸代谢紊乱参与顺铂所致急性肾

损伤过程的确切机制远未阐明。 丙酮酸激酶 Ｍ２
（ＰＫＭ２）和果糖⁃２，６⁃双磷酸酶 ３ 同工酶（ＰＦＫＦＢ３）
是糖酵解过程两个关键代谢酶。 有研究［１７］ 显示，
ＰＫＭ２ 和 ＰＦＫＦＢ３ 通过调节肾细胞线粒体功能稳态
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图 ２　 顺铂对肾细胞转录组的影响

Ａ：顺铂处理不同时间点人肾小管细胞转录组基因表达的热图；Ｂ：顺铂处理 ２４ ｈ 人肾小管细胞基因表达的火山图；Ｃ：顺铂处理 ７２ ｈ 人肾

小管细胞基因表达的火山图；Ｄ：顺铂处理 ２４ ｈ 人肾小管细胞转录组 ＧＯ 富集分析圈图；Ｅ：顺铂处理 ７２ ｈ 人肾小管细胞与对照组转录组 ＧＯ 富

集分析圈图；Ｆ：顺铂处理 ２４ ｈ 人肾小管细胞转录组 ＫＥＧＧ 富集分析图；Ｇ：顺铂处理 ７２ ｈ 人肾小管细胞转录组 ＫＥＧＧ 富集分析图

参与顺铂急性肾损伤过程；另一方面，肾细胞线粒体

功能紊乱在顺铂所致急性肾损伤过程中起重要作

用。 大量研究已经表明，改善线粒体功能紊乱是缓

解顺铂所致急性肾损伤的有效方法。 下一步需深入

探讨改善肾细胞糖酵解和氨基酸代谢紊乱对顺铂所

致急性肾损伤的保护作用。 该文 ＫＥＧＧ 分析结果

显示：顺铂引起人肾小管细胞基因组学显示脂质代

谢基因表达发生改变。 靶向能量代谢组技术分析检

测的物质中不包含脂肪酸。 后续研究中将继续探讨

顺铂急性肾损伤肾脏组织中脂肪酸代谢。

·０５７· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）



图 ３　 顺铂对肾细胞糖酵解、氧化磷酸化和氨基酸代谢通路的影响

Ａ：顺铂处理 ２４ ｈ 肾细胞糖酵解 ＧＳＥＡ 基因集富集分析；Ｂ：顺铂处理 ２４ ｈ 肾细胞氧化磷酸化 ＧＳＥＡ 基因集富集分析；Ｃ：顺铂处理 ２４ ｈ 肾

细胞氨基酸代谢通路 ＫＥＧＧ 分析；Ｄ：顺铂处理 ７２ ｈ 肾细胞糖酵解 ＧＳＥＡ 基因集富集分析；Ｅ：顺铂处理 ７２ ｈ 肾细胞氧化磷酸化 ＧＳＥＡ 基因集富

集分析；Ｆ：顺铂处理 ７２ ｈ 肾细胞氨基酸代谢通路 ＫＥＧＧ 分析

图 ４　 顺铂处理 ７２ ｈ 对肾脏糖酵解产物和氨基酸的影响

Ａ：糖酵解产物环状热图；Ｂ：对照组糖酵解产物水平；Ｃ：氨基酸环状热图；Ｄ：氨基酸水平；与 Ｃｔｒｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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　 　 综上所述，该文初步探讨顺铂对肾细胞糖酵解

和氨基酸的调控作用。 体外细胞转录组分析结果显

示，顺铂干扰肾细胞糖酵解和氨基酸代谢相关基因

表达；体内小鼠肾脏代谢组检测表明，顺铂引起小鼠

肾脏糖酵解和氨基酸代谢变化。 该文提供证据表

明，肾细胞糖酵解和氨基酸代谢紊乱有可能是顺铂

引起急性肾损伤的新机制。
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